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論文内容要旨
目 勺自
 生体にはnorepinephrine(NE),epinephrine(E)およびdopamine(DA)の3種の
 catecholamine(CA)が存在し,NEおよびEは交感神経終末および副腎髄質から分泌され,そ
 の血中濃度は交感神経および副腎髄質の活動度の生化学的指標として,各種の研究に用いられて
 いる。一方DAは交感神経終末でのNE放出抑制,血管拡張,natriuresisおよび副腎皮質での
 aldosterone分泌抑制などの薬理学的作用を持つとされるが,ヒト血漿中のDAは大部分が硫酸
 抱合型として存在し,生理活性を持つ遊離型DAの検出は困難であるとされ,その生理学的役割
 は不明であった。それゆえ本研究では,ヒトにおけるDA作動性機序の生理学的および病態生理
 学的意義を検討する第一歩として,血漿中遊離型DA(PDA)測定法の開発を目的とした。
方法
 血漿1～3皿1を検体とし,Amberlitemicrocolumn(Li+型,L4×40㎜)に検体中のCAを
 直接吸着させたのち,MgSO4溶液で溶出した。ついで溶出液にethano1を加えてMgSO4を沈
 澱除去し,上清を30秒間vortexしつつ真空ポンプで脱気し,25℃にて非凍結真空乾燥した。残
 渣を0.工mlの蒸溜水に溶解し,1皿1のethanolを加え残存するMg塩を除去し,再度脱気ののち
 非凍結真空乾燥した。以上から得られた残渣を50μ1の蒸溜水に溶解し,Peuler法に準じcatechol
 -0-methyltransferase(COMT)の酵素反応を用いて3Hを標識したのち,3-methoxy体
 を溶媒抽出した。抽出した3-methoxy体を薄層クロマト法により,t-amylalcoho1:ethyl-
 acetate:40%methylamine:toluene(5:4:2:1)を用いて展開し,normetanephrine,
 metanephriaeおよび3-methoxytyramineの3分画を採取した。各分画をPeuler法に準じて
 計測した。
結果
 本法によるCAの検出感度は約7pg/sample(3皿1の試料を用いた際には2.3pg/ml)であっ
 た。
 血漿にNEを0から1,000pgまで,EおよびDAを0から200pgまで加えて測定した成績か
 ら,少くともこの範囲で,本測定法の直線性が良好であることが確認された。
 本法における測定内変動は,NE,EおよびDAにつき,それぞれ7%,5.8%および5.8%で
 あり,測定間変動は,NE,EおよびDAにつき,それぞれ12.2%,8、1%および1L8%であった。
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 500pgのNEおよび100pgのEは,DAの測定値に全く干渉せず,alumina吸着により遊離
 型CAを除去した血漿(抱合型のNE,EおよびDAをそれぞれ550pg/m1,310pg/皿iおよび
 1,500pg/ml含む)を測定した成績から,抱合型CAも本法による遊離型CA各分画の測定に干
 渉しないことが確認された。
 本法によって測定された正常人(nコiO)末梢静脈PDAは,30分以上の安静臥床時に7.5±2.5
 (SD)pg/皿1であり,30分の立位負荷によって11.0±2.8pg/mlへと有意の上昇(P<0.01)
 を示した。
結論
 現在知られている血漿CA測定法中,最も高感度とされる方法は,COMTを用いるradio-
 enzymaticmethod(RE法)である。しかしその多くは試料の前処理に酸性除蛋白操作を含む
 ため,抱合型DAが酸水解されて遊離型DA測定に干渉する可能性があり,またRE法で使用され
 るCOMT溶液にはdopadecarboxylaseが混在し,試料中のdopaがDAとなり,DA測定に干
 渉する可能性も指摘されている。さらにRE法による血漿CA測定では,試料の増量によりCOMT
 阻害が顕在化することが知られているため,血漿遊離型DAの高精度な定量には,干渉物質およ
 びCOMT阻害物質からの精製が必要と考えられた。しかし現在頻用されているCA精製法である
 alumina吸着法もしくは弱陽イオン交換樹脂による精製には,その溶出操作での酸の使用や新た
 なCOMT阻害物質の混入などの問題があり,RE法の前処理として不適当とされてきた。
 本法においては,dopaを吸着しない弱陽イオン交換樹脂に血漿CAを吸着させ,COMTの補
 酵素であるMgの中性塩溶液で溶出することにより,新たな酵素阻害物質の混入および抱合型DA
 の酸による加水分解を除ぎつつ,dopaおよび他の生体成分からCAを粗精製した。溶出液中の
 CAは,中性での脱塩,脱気および非凍結真空乾燥を経て濃縮され,酸による前処理を含まない
 RE法(Peuler法の変法)にて測定された。以上のように,本法は低濃度の遊離型CA,とくに
 遊離型DAを精密に測定すべく開発された方法である。
 本法により測定された正常人末梢静脈PDAは,従来の報告値の約1/5～1/30であった。この差
 異は,対象や条件の違いよりもむしろ従来の測定法と本法の遊離型DAに対する特異性や感度の
 差によるものと思われる。
 生体内遊離型DAの測定は,その生理作用解明の基本となるものであり,本法はDA作動性機
 序の生理学的および病態生理学的意義を検討する上で,有用な手段となるものと思われる。
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 審査結果の要旨
 血液中のカテコールアミンは極めて微量であるため,正確に測定することは困難であったが,
 近年,radio-enzyme法などが試みられ,ある程度この困難を克服したかに見える。蛍光計測法
 も行われている。しかし,さらにすぐれた方法があれば,研究は一層進展するものと期待されて
 いた。特にドーパミンについては,従来の方法では正確に測定することは困難であったため,新
 方法の開発が強く望まれていた。
 本論文の著者安達真樹は,血中カテコールアミン特にドーパミンの測定法の開発をこころざし,
 種々研究の上,満足すべき方法を見出した。
 陽イオン交換樹脂アンバーライトのマイクロケラムを用いてカテコールアミンを抽出し,Peu-
 1er法に準じて,3H-S-adenosylmethionineを用いてメチル化し,薄層クロマトグラフィー
 により単離し,計測した。
 本法は再現性も高く,正常人血漿中ドーパミン濃度を測定し得る感度を有していた。本法によ
 って測定した末梢静脈血漿中ドーパミン濃度は,正常人lo例で7.5±2.5pg/m1であった。
 本研究はドーパミンの微量定量法を確立したことに意義がある。最近,ドーパミンは,中枢神
 経のみならず末梢神経系においても種々の重要な働きを演じているものと推定され,ドーパミン
 を研究する必要が大きくなっている。本法は広くドーパミン研究者に応用されるものと思われる。
 本研究は充分学位にあたいするものと思考する。
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